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Fusionspolypeptide und deren Verwendung fur die antivaskulare Tumortherapie 

Die vorliegende Erfindung betrifffc Fusionspolypeptide, die aus mindestens zwei Peptiden zu- 
samrnengesetzt sind. Ein Peptid besteht aus 3 bis 30 Aminosauren und ermoglicht eine selekti- 
ve Bindung des Fusionspolypeptides an Endothelzellen in TumorgefaBen. Das andere Peptid 
besteht aus dem Gewebefaktor TF (Tissue Factor) oder einem Fragment davon, wobei der Ge- 
webefaktor und das Fragment dadurch gekennzeichnet sind, dafl sie die Blutgerinnung bei Bin- 
dung des Fusionspolypeptides an Endothelzellen in Tumorgefalien aktivieren konnen. Die Pep- 
tide konnen entweder unmittelbar oder uber einen Linker mit bis zu 15 Aminosauren miteinan- 
der verbunden sein. Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung dieser Fusionsproteine bei der 
antivaskularen Therapie von Tumorerkrankungen sowie deren Verwendung bei der Herstellung 
eines Arzneimittels zur Behandlung von Tumorerkrankungen. 

Hinterqrund der Erfindung 

Eine adaquate Neovaskularisierung ist eine Voraussetzung fur ein progressives Tumorwachs- 
tum (1). Die Neoangiogenese ist insbesondere fur die Aufrechterhaltung eines expansiven Tu- 
morwachstums erforderlich, da nur so eine ausreichende Oxygenierung, die Versorgung des 
Tumors mit Nahrstoffen und der Abtransport von Tumorabbauprodukten gewahrleistet wird. 

Zur Bekampfung von Tumoren sind daher im Stand der Technik neben den anti-angiogenen 
Therapiestrategien, welche in den komplexen Prozefl des Wachstums und der Differenzierung 
der Blutgefafie eingreifen, auch antivaskulare Therapiestrategien entwickelt worden, die auf 
eine Zerstorung der Tumorblutgefa/le und einen damit verbundenen Tumor-lnfarkt zielen. 

Voraussetzung fur diese Strategien ist die Identifizierung von Zielstrukturen im GefaBendothel 
des Tumors, welche auf ruhenden Endothelzellen im normalen Gewebe nicht vorkommen. Sol- 
che spezifischen Zielstrukturen konnten benutzt werden, urn Zytostatika oder bestimmte Toxine 
an die GefaGendothelzellen des Tumors und weniger an die Tumorzellen selbst heranzubrin- 
gen. Zielstrukturen, die fur diesen Zweck verwendet werden konnten sind bFGF (basic fibro- 
blast growth factor), VEGF (vascular endothelial growth factor) und VEGF Rezeptor 2 (VEGFR- 
2), Endoglin, Endosialin, eine Fibronektin-lsoform (ED-B Domane), die Integrine OvP 3 , ccvp 5 , 
und a^, die Aminopeptidase N, das NG2 Proteoglykan und die Matrix Metalloproteinasen 2 
und 9 (MMP 2 und 9) (2-13). Arap et al. (8) koppelten beispielsweise Peptide, die alphal- 
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Integrine spezifisch binden, an einen Wirkstoff, der im Stand der Technik fur die Chemotherapie 
verwendet worden war (Doxorubicin). Im Tiermodell zeigte sich, dafS die antineoplastische Wir- 
kung des Doxorubicins durch Kopplung an die Peptide verbessert werden konnte. 

Ein altemativer antivaskularer Therapieansatz besteht in der selektiven Aktivierung der Blutge- 
rinnung in Tumbrgefaflen, um eine Tumornekrose zu induzieren. Beispielsweise wurde ein bis- 
pezifisches F(ab')2~Antik6rper Fragment erzeugt, das gegen losllchen Gewebefaktor (truncated 
' tissue factor, tTF) und ein MHC-Klasse II Antigen gerichtet ist. Nach experimenteller Induktion 
des Antigens in Tumorendothelzellen, konnte eine antivaskulare Therapie durch Verabreichung 
des Antikorpers in einem murinen Neuroblastom Modell gezeigt werden (14). In einer zweiten 
Studie der gleichen Arbeitsgruppe wurde ein Immunkonjugat eingesetzt, welches tTF gezielt an 
einen naturlich vorkommenden Marker des Tumorgefaft-Endothels, VCAM-1 (vascular cell ad- 
hesion moIecule-1), koppelt (15). 

In einem sehr ahnlichen Ansatz wurde ein Antikorperfragment (scFv), welches spezifisch fur die 
onkofetale ED-B Domane ist, mit tTF fusioniert. Die generierten Fusiohsproteine, scFv-tTF, 
fuhrten zu einem vollstandigen und selektiven Infarkt in verschiedenen Tumoren im Mausmodell 
(16). 

Alternativ dazu wurde tTF an einen Inhibitor des Prostata-spezifischen Membran Antigens ge- 
koppelt (17). Dieses Fusionsprotein induzierte eine selektive Infarktnekrose in einem Ratten 
Prostata Modell nach intravenoser Gabe. Die Gabe dieses Fusionsproteins fuhrte in Kombinati- 
on mit einer niedrig-dosierten zytotoxischen Substanz (Doxorubicin) zu einer massiven Tumor- 
regression bis hin zur kompletten Tumor-Eradikation (17). Andere tTF-Fusionsproteine, beste- 
hend aus Antikorperfragmenten gegen VEGFR, Endoglin und VCAM-1, wurden kurziich be- 
schrieben (18). 

Die im Stand der Technik fur die antivaskulare Tumortherapie hergestellten Molekule weisen je- 
doch Nachteile auf. Es ist insbesondere davon auszugehen, daft diese Molekule aufgrund ihrer 
GrdBe immunogen sind. Die Behandlung von Saugetieren mit diesen Molekulen wird daher eine 
Immunreaktion gegen die Molekule auslosen, wodurch eine wiederholte Verabreichung der Mole- 
kule unmoglich wird. 

Die Grofte des Kopplungspartners, mittels dessen der Peptidanteil, der die Blutgerinnung aktivie- 
ren kann, auf das Tumorgewebe gerichtet werden soil, kann femer die fur die Blutgerinnung we- 
sentliche Bildung des makromolekularen Enzym- und Substratkomplexes Faktor Vlla/FX sterisch 
hindern. Die Bildung des Komplexes kann auch dadurch behindert werden, dad das Peptid, wel- 
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ches die Blutgerinnung aktivieren kann, durch die relativ grofcen Fusionspartner eine geanderte 
Konformation aufweist. 

Im Stand der Technik (WO 03/035688) sind weiterhin Fusionspoiypeptide bekannt, in denen eine 
selektive Bindungsdomane, z.B. eine an Integrine bindende Domane aus Fibronektin, die z.B. 
RGD-Peptide umfasst, Oder das Dipeptid D-B-E, das an PSMA (Prostata-spezifisches Membran- 
Antigen) bindet, an den N-Terminus eines Tissue-Faktor-Polypeptids gekoppelt ist. Obwohl in vitro 
eine amidolytische und proteolytische Wirkung gezeigt werden konnte, zeigten die Konstrukte in 
-wVorselbs1-in-Kamb1n^tioTntiir FSRtcTVIIa nur aufcersfschwache Anti-Tumorwifkung. trsfifTRom- 
bination mit Doxycyclin uberlebten die Tier langer. 

Hu et al. (46) beschreiben verschiedene Fusionsproteine und deren Verwendung zur Erzeugung 
von Thrombosen in TumorgefafSen, u.a. ein Fusionsprotein aus einem OligopepHd mit 9 Ami- 
nosauren, das die Sequenz RGD enthalt, das an die verkurzte Form des Tissue-Faktors gekoppelt 
15 wurde. Auch hier wurden die RGD-Peptide mit dem N-Terminus von tTF zu RGD-tTF verkniipft. 
Funktionsanalysen ergaben, dass das RGD enthaltende Fusionsprotein keine sig : nifikante Hem- 
mung des Tumorwachstums verursachte. 

• Die im Stand der Technik bekannten Konstrukte wurden daher so aufgebaut, dass die selektive 
20 Bindungsdomane mit dem N-Terminus des Tissue-Faktor-Poiypeptids verknGpft wurde. Es wurde 
sogar betont, dass dieser Aufbau gewahlt werden mufi, da der N-Terminus aufgrund von Struk- 
turmodellen ein besonders gunstiger Ort fur eine Verknupfung sei, welche die Initiation der Throm- 
bose nicht hemme. 

25 Zusammenfassunq der Erfindung 

Gegenuber dem Stand der Technik stellt sich daher die Aufgabe, alternative thrombogene 
Wirkstoffe zur Verfugung zu stellen, die das Tumorwachstum in vivo effektiv hemmen konnen. 

30 Dieses Problem wurde nunmehr durch Fusionspoiypeptide gelost, welche ein Peptid von 3-30 
Aminossiuren, dad eine selektive Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefafiendothelzellen 
ermoglicht, und den Gewebefaktor TF (Tissue Factor) oder ein Fragment davon umfassen, 
wobei der Gewebefaktor und das • Fragment dadurch gekennzeichnet sind, da(5 sie die 
Blutgerinnung bei Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefafiendothelzellen aktivieren 

35 konnen, wobei diese Peptide entweder unmittelbar oder uber einen Linker mit bis zu 15 
Aminosauren aneinander gekoppelt sind. Dabel ist das Peptid, das eine selektive Bindung des 
Fusionspolypeptides an TumorgefaBendothelzellen ermoglicht, an den C-Terminus des Peptids, 



WO 2005/021593 PCT7EP2004/009364 

4 

das die Blutgerinnung bel Bindung des Fusionspolypeptides an TumorgefafJendothelzellen 
aktivieren kann, gekoppelt. Die vorliegende Erfindung betrifft femer Arzneimittel, welche 
entsprechende Fusionspolypeptide enthalten und deren Verwendung zur Behandlung von 
Tumoren. 

Beschreibung der Flquren 

Fig.1: Schematische Darstellung der Bindung der Fusionsproteine tTF-RGD und tTF-NGR an 
OvP 3 und CD13. Durch die Spezifitat der RGD-Sequenz fur das ct v p 3 -lntegrin und der 
NGR-Sequenz fur CD13 (Aminopeptidase N) wird die Tumorselektivitat erreicht. Diese 
Rezeptoren werden selektiv und spezifisch in hoher Dichte auf Tumor-Endofhelzellen 
exprimiert, riicht aber auf ruhenden Endothelzellen im normalen Gewebe (abgesehen 
von wenigen Ausnahmen). Die Darstellung der Fusionsproteine ist stark sehematisiert 
und erlaubt keine Aussage hinsichtlich der Primarsequenz. 

Fig.2: SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse von rekombinantem tTFi- 2 ie und tTF- 
Fusionsprbteinen. Die Reinheit des tTF und der tTF-Fusionsproteine wurde nach Extrak- 
tion aus E.coli (BL21 DE3) und ^refolding" uber einen linearen Harnstoff-Gradienten (6M 
- 1M) mittels SDS-PAGE mit anschliefiender Coomassie-blue-Farbung kontroiliert. Die 
Identitat der Proteine wurde mittels Western-Blot unter Verwendung eines monoklonalen 
anti-Tissue-Factor-Antikorpers (Klon V1C7, American Diagnostics) verifiziert. Belegung 
der einzeirien Bahnen: 1=tTF; 2=tTF-RGD; 3=tTF-NGR; 4=tTF-cycloNGR1; 5=tTF- 
cycloNGR2; 6=tTF-cycloNGR3; 7=tTF-GALNGRSHAG; M = Molekulargewichtsmarker. 

Fig.3: Bestimmung der Michaeliskonstanten (Km) fur die Aktivierung von FX durch 

FVIIa/tTF^is bzw. FVIia/tTFi. 2 i8~Fusionsproteine. Die Parameter der Michaelis-Menten- 
Kinetik wurden nach der von Ruf angegebenen Methode berechnet (45). 

Fig.4: Bindung von tTF, tTF-RGD und tTF-NGR an das Integrin Ovfe- Die Bindung von 0,1 pM 
tTF, tTF-RGD und tTF-NGR an immobiiisiertes av& 3 wurde mit einem polyklonalen Anti- 
korper gegen humanen TF (American Diagnostica) in einem ELISA quantifiziert. Die Er- 
geb.nisse sind als Median und interquartilbereich dargestellt. Die Unterschiede der Bin- 
dung zwischen tTF-RGD und tTF bzw. zwischen tTF-NGR und tTF waren statistisch si- 
gnifikant (p<0,001, Mann-Whitney-Test). 

Fig.5: Spezifitat der Bindung von tTF-RGD an das Integrin avp3. Die Bindung von tTF-RGD 
(0,1 pM) an immobiiisiertes Ovft 3 wurde mittels kompetitiver Inhibition mit dem syntheti- 
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schen Peptid GRGDSP (l-10pM) signifikant gehemmt (pO.001, Mann-Whitney-Test fur 
beide RGD Peptidkonzentrationen). 

Fig.6: Bindung von tTF und tTF-RGD an humane Endothelzelien. A: FACS Analyse von En- 
dothelzellen, die mit 0,1 pM tTF (2) oder mit 0,1 pM tTF-RGD (3) fur 60 min. bei 4°C in- 
kubiert wurden. B: Durch kompetitive Inhibition des tTF-RGD Fusionsproteins mit 1pM 
GRGDSP war eine 75%ige Reduktion der Bindung darstellbar (4). Die Kurven 1 in A und 
B zeigen die negative Kontrolle. 

Fig. 7: Inhibition eines als Xenotransplantat in thymuslosen Nackt-Mausen wachsenden 
menschllchen Lungenkanrinoms (CCL185) durch intravenose Therapie mit tTF- 
Fusionsproteinen (tTF-RGD, n=6; tTF-NGR, n=6) im Vergleich zum Wachstum der Tu- 
moren bei Infusion von physiologischer Kochsalzlosung (NaCI, n=8) Oder tTF (n=1). Die 
senkrechten Pfeile kennzeichnen die Zeitpunkte der Injektionen mit den jeweiligen Sub- 
stanzen. 



Fig.8: Inhibition und Teilremission eines als Xenotransplantat in thymuslosen Nackt-Mausen 
wachsenden menschlichen malignen Melanoms (M21) durch intravenose Therapie mit 
tTF-Fusionsproteinen (tTF-RGD, n=3; tTF-NGR, n=3) im Vergleich zum Wachstum der 
Tumoren bei infusion von physiologischer Kochsalzlosung (NaCI, n=4) oder tTF (n=4). 
Die senkrechten Pfeile kennzeichnen die Zeitpunkte der Injektionen mit den jeweiligen 
Substanzen. 



Fig.9: Makroskopische in v/Vo-Aufnahme einer tumortfagenden Maus 20 min. nach Injektion 
des tTF-NGR Fusionsproteins (A, linke Bildhalfte) bzw. NaCI (A, rechte Bildhalfte). Das 
makroskopische Bild mit blaulich-livider Verfarbung des Tumors nach Injektion von tTF- 
NGR deutet auf eine Tumornekrose hin. Nach 60 min. wurden beide Mause exsangui- 
niert, der Tumor in toto exstipiert und histologisch untersucht. in B 1st die hamorrhagi- 
sche Imbibierung des mit tTF-NGR behandelten Tumors als Zeichen der sekundaren 
Einblutung infolge der beginnenden Tumornekrose sichtbar. Im Gegensatz hierzu 
scheint der mit NaCI behandelte Tumor vital zu sein (C). 

Fig.10: Histologie des Melanom-Tumors 1 Stunde nach intravenoser Injektion von tTF-RGD (A 
und B), tTF-NGR (C und D) und Kochsalz (E und F) in die Schwanzvene der tumortra- 
genden Nacktmaus. Die Blutgefasse erscheinen bei den mit den tTF Fusionsproteinen 
behandelten Tumoren thrombotisch verschlossen (Pfeile). Im Versorgungsgebiet des 
durch ein Blutgerinnsel verschlossenen Gefaftes konnen ausgedehnte Tumor-Nekrosen 
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beobachtet werden (A-D). Photographiert wurden reprasentative Areale der Tumoren (A, 
C und E: 200fache Vergro&erung, B, D und F 400fache Vergrofcerung; HE-Farbung 
(Farbung z.B. beschrieben In H.C. Burck, Histologische Technik - Leitfaden fur die Her- 
stellung mikroskopischer Praparate in Unterricht und Praxis/ 5. Auflage, Thieme Verlag, 
Stuttgart 1982, Seiten 109 ff.). 

Fig.11: Reprasentative Histologien von Herz (A), Niere (B), Leber (C) und Lunge (D) 1 Stunde 
nach Injektion von 4mg/kg KG tTF-NGR. In keinem dieser Organe waren mikroskopisch 
Thrombosen oder Nekrosen nachweisbar. (HE-Farbung; 200fache Vergroderung). 

Fig.12:Aminosauresequenz des humanen Gewebefaktors (TF), 

Fig.l3:Aminosauresequenz des trunkierten humanen Gewebefaktors tTFi_ 2 i8 (Inn Rahmen der 
vorliegenden Anmeldung auch kurz als tTF bezeichnet). 

Fig.14:Aminosauresequenz des Fusionspolypeptids tTF-GRGDSP (auch kurz als tTF-RGD 
bezeichnet). 

Fig.15:Aminosauresequenz des Fusionspolypeptids tTF-GNGRAHA (auch kurz als tTF-NGR 
bezeichnet). 

Fig.16: Amihosauresequenz des Fusionspolypeptids tTF-GALNGRSHAG. 

Fig.17:Aminosauresequenz des Fusionspolypeptids tTF-GCNGRCG (auch kurz als tTF- 
cycloNGRI bezeichnet). 

Fig.18:Aminosauresequenz des Fusionspolypeptids tTF-GCNGRCVSGCAGRC (auch kurz als 
tTF-cyctoNGR2 bezeichnet). 

Fig.19: Aminosauresequenz des Fusionspolypeptids tTF-GCVLNGRMEC (auch kurz als tTF- 
cycloNGR3 bezeichnet). 

Fig.20: Nukleotidsequenz des trunkierten humanen Gewebefaktors tTF^ia (im Rahmen der 
vorliegenden Anmeldung kurz als tTF bezeichnet). 

F!g.21: Nukleotidsequenz des Fusionspolypeptids tTF-GRGDSP (auch kurz als tTF-RGD be- 
zeichnet). 
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Fig.22: Nukleotidsequenz des Fusionspolypeptids tTF-GNGRAHA (auch kurz als tTF-NGR be- 
zeichnet). 

5 Fig.23: Nukleotidsequenz des Fusionspolypeptids tTF-GALNGRSHAG. 

Fig.24: Nukleotidsequenz des Fusionspolypeptids tTF-GCNGRCG (auch kurz als tTF- 
cycloNGRI bezeichnet). 

10 Fig.25: Nukleotidsequenz des Fusionspolypeptids fTF-GCNGRCVSGCAGRC (auch kurz als 
tTF-cycloNGR2 bezeichnet). 

Fig.26: Nukleotidsequenz des Fusionspolypeptids tTF-GCVLNGRMEC (auch kurz als tTF- 
cycloNGR3 bezeichnet). 

15 

Fig.27: Nukleotidsequenz der Oligonukleotide zur Herstellung von tTFi- 2 ia. 
A: 5 l -Primer; B: 3'-Primer. 

Fig. 28: Nukleotidsequenz der Oligonukleotide zur Herstellung von tTF-GRGDSP. 
20 A: S'-Primer; B: 3'-Primer. 

Fig. 29: Nukleotidsequenz der Oligonukleotide zur Herstellung von tTF-GNGRAHA. 
A: S'-Primer; B: 3'-Primer. 

25 Fig.30: Nukleotidsequenz der Oligonukleotide zur Herstellung von tTF-GCNGRCG. 
A: 5'-Primer; B: 3'-Primer. 

Fig.31: Nukleotidsequenz der Oligonukleotide zur Herstellung von 
tTF-GCNGRCVSGCAGRC. A: 5'-Primer; B: 3-Primer. 



30 



Fig.32: Nukleotidsequenz der Oligonukleotide zur Herstellung von tTF-GCVLNGRMEC. 
A: 5'-Primer; B: 3'-Primer. 
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Fig.33: Nukleotidsequenz der Oligonukleotide zur Herstellung von tTF-GALNGRSHAG. 
A: 5'-Primer; B: 3'-Primer. 



WO 2005/021593 PCT/EP2004/009364 

8 

Rg.34: a: Inhibition und Teilremission eines als Xenotransplantat in thymuslosen Nackt-Mausen 
wachsenden menschlichen malignen Melanoms (M21) durch intravenose Therapie mit 
tTF-Fusionsproteinen (tTF-RGD, n=7) im Vergleich zum Wachstum der Tumoren bei In- 
fusion von physioiogischer Kochsalzlosung (NaCI, n=9) odertTF (n=11). Die senkrech- 
ten Pfeile kennzeichnen die Zeitpunkte der Injektionen mit den jeweiligen Substanzen. 
b: Inhibition eines als Xenotransplantat in thymuslosen Nackt-Mausen wachsenden 
menschlichen Fibrosarkoms (HT1080) durch intravenose Therapie mit tTF- 
Fusionsproteinen (tTF-RGD, n=12) im Vergleich zum Wachstum der Tumoren bei Infusi- 
on von physioiogischer Kochsalzlosung (NaCI, n=15) oder tTF Die senkrechten 
Pfeile kennzeichnen die Zeitpunkte der Injektionen mit den jeweiligen Substanzen. 

c: Inhibition eines als Xenotransplantat in thymuslosen Nackt-Mausen wachsenden 
menschlichen Lungenkarzinoms (CCL185) durch intravenose Therapie mit tTF- 
Fusionsproteinen (tTF-RGD, n=11) im Vergleich zum Wachstum der Tumoren bei Infusi- 
on von physioiogischer Kochsalzlosung (NaCI, n=10) oder tTF (n=5). Die senkrechten 
Pfeile kennzeichnen die Zeitpunkte der Injektionen mit den jeweiligen Substanzen. Die 
statistische Signiflkanz wurde jeweils mit dem Mann-Whitney-Test fur unabhangige 
Gruppen untersucht, wobei P-Werte unter 0,05 als significant betrachtet wurden. * gibt 
die statistische Signifikanz des Unterschieds zwischen tTF-RGD und Puffer an. 

Fig.35:Makroskopische Aufnahme einer einen M21 -Tumor tragenden Maus nach Ende der Be- 
handlung (Tag 7) mit tTF-RGD Fusionsprotein (A, C) bzw. NaCI (B, D). Der Groftenun- 
terschied und das unterschiedliche Erscheinungsbild der tTF-RGD-behandelten Tumo- 
ren, die im Gegensatz zu dem vital erscheinenden Kontrolltumor Ware Zeichen von Ne- 
krose zeigen, 1st deutlich erkennbar, 

Fig.36:H-E-Farbung von Tumoren und Organen von mit tTF-RGD und physioiogischer Koch- 
salzlosung behandelten Mausen 

In mit tTF-RGD behandelten Tieren wurde starke Thrombose und Nekrose von Tumor- 
zellen beobachtet (A: 200x, B: 400x). Pfeile zeigen Beispiele der Thrombosen in Blut- 
gefaften des Tumors. In mit Kochsalzlosung behandelten Tieren tritt keine offentsichtli- 
che Thrombose oder Nekrose auf (C:200x, D: 400x). Pfeile zeigen intakte BlougefaRe 
des Tumors mit einigen Erythrocytes Herz (E), Lunge (F), Leber (G), und Niere der mit 
tTF-RGD behandelten Tiere zeigten keine sichtbare Thrombose oder Nekrose. 

Fig.37: Wirkung von tTF-NGR in einem Fibrosarkom-Modell 
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Fibrosarkom (HT1080) tragende Mause wurden ohne (pre tTF-NGR) bzw. 6 Stunden 
nach (post tTF-NGR) i.v. Gabe von tTF-NGR durch Kernspintomographie (MRI) unter- 
sucht. Gezeigt ist die hone (high) oder niedrige (low) vaskulare Volumenfraktion (Va- 
scular volume fraction). 

Petaillierte Beschreibuna der Erfindung 

Diese Probleme aus dem Stand der Technik wurden nunmehr durch Fusionspolypeptide gelost, 
die folgende Peptide umfassen: 



a) ein Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine selektive Bindung des Fusionspoly- 
peptides an TumorgefafJendothelzellen ermoglicht; und 

b) den Gewebefaktor TF (Tissue Factor) oder ein Fragment davon, wobei der Gewe- 
befaktor und das Fragment dadurch gekennzeichnet sind, dad sie die Blutgerinnung 

15 . bei Bindung des Fusionspolypeptides an TumorgefalJendothelzellen aktivieren kon- 

nen, 

wobei die Peptide a) und b) entweder unmittelbar oder uber einen Linker mit bis zu 15 Ami- 
nosauren aneinander gekoppelt sind und das Peptid, das eine selektive Bindung des Fusi- 
20 onspolypeptides an TumorgefafJendothelzellen ermoglicht, an den C-Terminus des Peptids, das 
die Blutgerinnung bei Bindung des Fusionspolypeptides an TumorgefafJendothelzellen aktivie- 
ren kann, gekoppelt ist. Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Arzneimittel, welche entspre- 
chende Fusionspolypeptide enthalten und deren Verwendung zur Behandlung von Tumoren. 

25 Die erfindungsgemafJen Fusionspolypeptide konnen neben den Sequenzen a) und b) weitere 
Sequenzen umfassen, soweit diese die sterische Konformation des Fusionspolypeptids nicht 
beeintrachtigen und die Bildung des die Blutgerinnung auslosenden Enzym- und Substratkom- 
plexes nicht hindern. Die erfindungsgemafJen Fusionspolypeptide konnen beispielsweise die 
Sequenzen eines His-Tags enthalten, welche die rekombinante Expression und Reinigung des 

30 Peptids vereinfachen (vgl. Beispiele). Die Gegenwart dieser Sequenzen ist jedoch nicht not- 
wendig. Gemali einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung besteht das Fusionspoly- 
peptid daher aus: 



35 



a) einem Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine selektive Bindung des Fusionspolypepti- 
des an Tumorgefafiendothelzellen ermoglicht; und 
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b) dem Gewebefaktor TF (Tissue Factor) Oder einem Fragment davon, wobei der Gewebe- 
faktor und das Fragment dadurch gekennzeichnet sind, daft sie die Blutgerinnung bei Bin- 
dung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaftendothelzellen aktivieren konnen, 

5 wobei die Peptide a) und b) entweder unmittelbar oder uber einen Linker mit bis zu 15 Ami- 
nosauren aneinander gekoppelt sind. Gemaft einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der 
Erfindung besteht das Fusibnspolypeptid aus: 

a) einem Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine selektive Bindung des Fusionspolypepti- 
10 des an Tumorgefaftendothelzellen ermoglicht; und 

b) dem Gewebefaktor TF (Tissue Factor) oder einem Fragment davon, wobei der Gewebe- 
faktor und das Fragment dadurch gekennzeichnet sind, daft sie die Blutgerinnung bei Bin- 
dung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaftendothelzellen aktivieren konnen, 



15 wobei die Peptide a) und b) aneinander gekoppelt sind. 



Erfindungsgemaft konnte somit uberraschenderweise gezeigt werden, daft Fusionspolypeptide 
aus einem besonders kleinen Peptid, das eine selektive Bindung des Fusionspolypeptides an 
Tumorgefaftendothelzellen ermoglicht und einem Peptid, daft die Blutgerinnung bei der Bindung 

20 des Fusionspolypeptides an Tumorgefaftendothelzellen aktivieren kann, fur die antivaskulare Tu- 
mortherapie besonders vorteilhaft sind. Die geringe Grofte des Polypeptides, das die Bindung an 
die Tumorgefaftendothelzellen ermoglicht, verbessert die Ausrichtung des Fusionsproteins zur 
Phospholipidmembran der Endothelzelle. Die Bildung des fur die Blutgerinnung wesentlichen En- 
zym-ysubstratkomplexes wird nicht sterisch behindert und der Gewebefaktor TF, der die Blutgerin- 

25 nung aktivieren kann, erfahrt keine Konformationsveranderung. 

Gemaft einer bevorzugten Ausfuhrungsform der voriiegenden Erfindung handelt es sich bei dem 
Peptid, das die Blutgerinnung bei Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaftendothelzel- 
len aktivieren kann urn den Gewebefaktor TF mit der In SEQ ID NO:1 (Fig. 12) dargestellten Ami- 

30 nosaure-Sequenz. Erfindungsgemaft sind ferner Gewebefaktor-Sequenzen umfaftt, die eine Ami- 
nosaure-Homologie von mindestens 70% Oder mindestens 80% zu der SEQ ID NO:1 (Fig. 12) 
aufweisen, wobei Sequenzen mit einer Homologie von mindestens 95 % besonders bevorzugt 
sind. Die Bestimmung des Homologiegrades erfolgt, indem man die beiden Sequenzen uberein- 
ander schreibt, wobei vier Lucken auf einer Lange von 100 Aminosauren moglich sind, urn groftt- 

35 mogliche Ubereinstimmung der zu vergleichenden Sequenzen zu erzielen (vgl. auch Dayhoff. At- 
las of Protein Sequence and Structure, 5, 124, 1972). Anschlieftend wird der Prozentsatz der Ami- 
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nosaurereste der kurzeren der beiden Aminosaureketten ermittelt, der identischen Aminosaurere- 
sten auf der anderen Kette gegenubersteht. 

Das Peptid, das die Blutgerinnung in Tumorgefaflen bei Bindung des Fusionspolypeptides an 
Tumorgefaflendothelzellen aktivieren kann, kann femer ein Fragment des Gewebefaktors TF oder 
ein Fragment einer zu TF homologen Sequenz sein. Vorzugsweise weist das Fragment die in SEQ 
ID NO:2 (Fig. 13) dargestellte Sequenz auf. Die in SEQ ID NO:2 (Fig. 13) dargestellte Sequenz 
(tTF^aie oder kurz tTF) umfaflt die N-terminalen 218 Aminosauren von TF. Ferner konnen 
erfindungsgemafj auch Fragmente von tTF verwendet werden, denen gegenuber tTF mehrere 
Aminosauren am N-Terminus oder C-Terminus fehlen. Beispielsweise konnen Fragmente 
verwendet werden, denen bis zu 10 Aminosauren am N-Terminus fehlen (tTFn-218). Des weiteren 
konnen Fragmente verwendet werden, denen bis zu 8 Aminosauren am C-Terminus fehlen (tTF^ 
210), wie z.B. (tTF V2 i4). 

Die vorliegende Erfindung betrrfft Fusionspolypeptide, in denen das Peptid, das eine selektive 
Bindung an die Endotheizellen der Tumorgefafie ermoglicht, an den C-Terminus des Peptids 
gekoppelt ist, das die Blutgerinnung aktivieren kann. Unter „TumorgefafJendothelzelIen" bzw. 
„Endothelzellen in Tumorgefaften" werden dabei erfindungsgemafj Zellen verstanden, die die 
BlutgefaSe in einem Tumor auskleiden. Erfindungsgemafj wurde festgestellt, da(J diese Anordnung 
eine Ausrichtung des Fusionsproteins senkrecht zur Phospholipidmembran der Endothelzelle 
gewahrleistet, welche fur die Auslosung der Blutgerinnung besonders vorteilhaft ist Diese 
Orientierung entspricht der naturlichen Ausrichtung des TF bei der Induktion der Blutgerinnung. 
Wie in Figur 3 gezeigt, ergeben sich fur alle so hergestellten Konstrukte bezuglich der Aktivierung 
von Faktor X durch FVIIa/tTFi^ie bzw. FVIIa/tTFi-218-Fusionsproteine sehr ahnliche Michaelis- 
Menten-Kinetiken. Demgegenuber wurde im Stand der Technik das die Gerinnung aktivierende 
Peptid an den C-Terminus des Targeting-Molekuls gekoppelt (vgl. (16)). Die erfindungsgemaften 
Fusionspolypeptide unterscheiden sich somit grundsatzlich von denen im Stand der Technik 
genannten Peptiden. 

Das Peptid, das eine selektive Bindung des Fusionspolypeptides an TumorgefafJendothelzellen 
ermoglicht, kann ein beliebiges Peptid sein, das eine Lange von 3-30 Aminosauren aufweist und 
TumorgefafSendothelzellen mit hoher Spezifitat bindet. Entsprechende Peptide konnen aus 
Peptidbibliotheken* durch im Stand der Technik ubliche Verfahren Isoliert werden. Sie konnen - je 
nach gewahlter Peptidbibliothek - eine lineare oder cyclische Struktur aufweisen. 

GemalJ einer Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfassen die Peptide, die eine 
selektive Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefafcendothelzellen ermoglichen, die 
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Aminosauresequenz RGD oder NGR. Beide Sequenzen waren im Stand der Technik fur !hre 
speztfische Bindung an Integrine, insbesondere a v (3 3 und a v p 5 Integrine (RGD-Peptide), sowie als 
Zelladhasionsmotive (NGR-Peptide) bekannt (vgl. (8)). Erfindungsgemaft wurde nunrnehr 
uberfaschehderweise gezeigt, daft diese Peptide insbesondere dazu geeignet sind, Teil eines 
5 Fusionspolypeptides zu sein, dessen anderer Teil ein Peptid ist f das die Blutgerinnung in Tumoren 
bei Bindung des Fusionspolypeptides an TumorgefafSendothelzellen aktivieren kann. 

Besonders vorteilhafte Wirkungen wurden mit den linearen Peptiden mit den Sequenzen 
GRGDSP, GNGRAHA und GALNGRSHAG und den zyklischen Peptiden mit den Sequenzen 

10 GCNGRCG, GCNGRCVSGCAGRC und GCVLNGRMEC erhalten. Es konnte gezeigt werden, 
daft Fusionspolypeptide, welche diese Sequenzen und die Sequenz der ersten 218 Aminosauren 
von humanem TF umfassen, in hohem Made fur die antivaskulare Tumortherapie geeignet sind. 
Insbesondere konnte gezeigt werden, dafi diese Fusionspolypeptide das Wachstum von Tumoren 
signifikant hemmen oder die Tumoren in Ihrer Grofle reduzieren (sieh Fig. 7 und 8). Die 

15 beobachtete Induktion einer Teilremission der Tumoren (vgi. Fig. 8) verweist aufgrund der hohen 
Vorhersagekraft des Mausmodells (42, 43, 44) auf die zu erwartenden positiven Resultate bei der 
humanen Tumortherapie. 

Weiterhin umfaftt die Erfindung auch Fusionsproteine mit zyklischen RGD-Peptiden, da durch die 
20 Zyklisierung die Affinitat fur Integrine verstarkt wird (wie beispielsweise in der Veroffentlichung 21 
beschrieben). 

Die vorliegende Erfindung betriffl ferner Fusionspolypeptide, die eine der in SEQ ID NO:3-8 (Fig. 
1 4-1 9) dargestellten Sequenzen autweist. 

25 

Gemaft einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung Nukleinsauren, die fur 
ein Fusionspolypeptid, wie oben beschrieben, kodieren. Entsprechende Nukleinsauren konnen 
beispielsweise eine der in SEQ ID NO: 10-15 (Fig. 21-26) dargestellten Sequenzen aufweisen. 

30 In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung Vektoren, welche eine der oben 
genannten Nukleinsauren umfassen. Entsprechende Vektoren umfassen ublicherweise ferner 
regulatorische Sequenzen fur die Expression der Nukleinsaure. Solche Vektoren sind im Stand der 
Technik umfassend beschrieben und konnen von einer Vielzahl von Firmen kommerziell erworben 
werden. 

35 

In einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung Zellen, welche eine der 
genannten Nukleinsauren oder Vektoren enthalten. Die Zellen werden ublicherweise fur die 
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Expression der Nukleinsaure und die rekombinante Herstellung der erfindungsgemaden 
Fusionspolypeptide verwendet. Fur diesen Zweck konnen eine Vielzahl von Zellen zum Einsatz 
gelangen, darunter Ecoli, Hefezellen und tierische Zeillinien, wie CHO- oder COS-Zellen. 
Entsprechende Zellen und deren Verwendung sind im Stand derTechnik umfassend beschrieben. 

Die erfindungsgemalien Polypeptide nach Anspruch 1 konnen dariiber hinaus auch durch andere 
geeignete Verfahren hergestellt werden, beispielsweise durch chemische Kopplung e.nzelner 
Peptide. So lassen sich einzelne Peptide nach im Stand der Technlk ublichen Verfahren herstelten, 
z.B. durch chemische Synthese oder mittels heterologer Expression, und anschlie&end mittels 
. Kopplung aneinanderfiigen. 

Schliefilich betrifft die vorliegende Erfindung auch Arzneimittel, welche die oben beschriebenen 
Fusionspolypeptide, Nukleinsauren, Vektoren oder Zellen umfassen. Die Arzneimittel konnen 
ferner pharmazeutisch vertragliche Trager. Hilfsmittel oder Adjuvanzien umfassen. Femer konnen 
die Polypeptide in einem solchen Arzneimittel in einem modifizierten Zustand vorliegen, z.B. 
pegyliert, d.h. gekoppelt an ein Polyathylenglykolmolekiil. 

Die erfindungsgemalien Fusionspolypeptide bzw. diese Fusionspolypeptide enthaltende 
Arzneimittel werden fur die Behandlung von Tumorerkrankungen, insbesondere fur die 
antivaskulare Tumortherapie verwendet. Als Tumorerkrankungen, die sich mit H.rfe der 
erfindungsgemalien Fusionspolypeptide bzw. diese Fusionspolypeptide enthaltener Arzne.mittel 
behandeln lassen, kommen beispielsweise Bronchialkarzinome und andere Tumoren des Thorax 
und des Mediastinums, Mammakarzinome und andere gynakologische Tumoren, kolorektale 
Karzinome. Pankreaskarzinome und andere Tumoren des Gastrointestinaltraktes, maligne 
Melanome und andere Tumoren der Haut, Tumoren im Kopf-Hals-Bereich, Prostatakarzinome und 
andere Urogenitaltumoren, Sarkome, endokrin-aktive Tumoren, Leukam.en und 
Myelodysplastische Syndrome sowie HodgkirvLymphome und Non-Hodgkin-Lymphome in 
Betracht. 

Femer kSnnen auch gutartige Tumoren, wie beispielsweise Hamahgiome, und die 
Gefafineubildung bei der diabetischen Retinopathie behandelt werden. 

Neben der intravenosen Verabreichung ist auch die subkutane und intraperitonale Verabreichung 
der Fusionspolypeptide bzw. Arzneimittel moglich. Durch Verpackung in pharmazeutische Veh.kel, 
die eine Spaltung der Fusionspolypeptide im Magen-Darm-Trakt verhindert, ware es daruber 
hinaus auch moglich, die Fusionspolypeptide bzw. Arzneimittel oral zu verabreichen. 
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Vorteilhaft kann weiterhin eine Kombination der Verabreichung der erfindungsgemaften Fusi- 
onspolypeptide mit anderen therapeutischen Ansatzen, z.B. einer cytotoxischen Chemotherapie 
Oder Bestrahlung, sein. Auch eine Kombination mit anderen Wirkstoffen, z.B. eine Kombination 
mit Faktor Vila oder Doxycyclin ist moglich, bevorzugt ist eine Kombination des erfindungsge- 
5 maBen Polypeptids mit Faktor Vila oder Doxycyclin jedoch nicht notwendig. 

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele naher beschrieben: 

Beispiele 

10 Beispfel 1: Expression und Reiniauna von tTF and tTF-Fusionsprot emen 

Die fur die N-terminalen 218 Aminosauren des Gewebefaktors TF (im folgenden als tTF be- 
zeichnet) kodiereride cDNA wurde mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) unter Verwendung 
der in SEQ ID NO:16 und SEQ ID NO:17 (Fig. 27) synthetisiert und in den Expressionsvektor 
15 pET-30a(+) (Novagen) kloniert Die rekombinanten Plasmide wurden in E. coli (BL21) transfor- 
miert, exprimiert und gereinigt (Qiagen Plasmid Kit). 

Neben dem trunkierten Gewebefaktor tTF wurden tTF-Peptid-Fusionsproteine konstruiert, in 
denen die Targeting-Peptide zunachst an das carboxyterminale Ende des loslichen Gewebe- 
20 faktors tTF gebunden sind. Es wurden foigende iineare Fusionsproteine konstruiert: 

tTF-GRGDSP (SEQ ID NO:3; Fig. 14; im folgenden als tTF-RGD bezeichnet; es wurden 
die PCR-Primer SEQ ID NO:18 und SEQ ID NO:i9 (Fig. 28) verwendet); 
tTF-GNGRAHA (SEQ ID NO:4; Fig. 15; im folgenden als tTF-NGR bezeichnet; es wur- 
25 den die PCR-Primer SEQ ID NO:20 und SEQ ID NO:21 (Fig.29) verwendet); 

tTF-GALNGRSHAG (SEQ ID NO:5; Fig. 16; es wurden die PCR-Primer SEQ ID NO:28 
und SEQ ID NO:29 (Fig. 33) verwendet); 



30 Daruber hinaus wurden die folgenden cyclischen Fusionsproteine synthetisiert: 

tTF-GCNGRCG (SEQ ID NO:6; Fig.17; im folgenden als tTF-cycloNGR1 bezeichnet; es 
wurden die PCR-Primer SEQ ID NO:22 und SEQ ID NO:23 (Fig.30) verwendet), 
tTF-GCNGRCVSGCAGRC (SEQ ID NO:7; Fig. 18; im folgenden als tTF-cydoNGR2 be- 
\5 zeichnet; es wurden die PCR-Primer SEQ ID NO:24 und SEQ ID NO:25 (Fig.31) ver- 

wendet), 
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tTF-GCVLNGRMEC (SEQ ID ND:8; Fig. 19; im folgenden als tTF-cycloNGR3 bezeich- 
net; es wurden die PCR-Primer SEQ ID NO:26 und SEQ ID NO:27 (Fig.32) verwendet) 



Alle Konstrukte (einschlie&lich tTF) wurden in dem Vektor pET30a(+) exprimiert, der die zusatz- 
5 liche Expression eines N-terminalen „Affinitats-Tag" aus 6 Histidin-Resten und wenigen Vektor- 
kodierten Aminosauren vermittelt Mit Hilfe dieses Affinitats-Tags konnten die Konstrukte durch 
Affinitatschromatographie uber eine Nickel-Nitrilotriessigsaure Saule (Ni-NTA, Novagen) gerei- 
nigt werden. Der Affinitats-Tag ist in SEQ ID NO:30 dargestellt. SEQ ID NO:31 und SEQ ID 
NO:32 zeigen exemplarisch die vollstandigen Aminosauresequenzen von tTF-GRGDSP und 
1 o tTF-GNGRAHA mit Affinitats-Tag. 

Die Konstrukte wurden so gewahlt, dafc auf der Basis der bekannten Rontgenkristallstruktur des 
tTRFVIIa-Komplexes (19) eine senkrechte Ausrichtung des tTF-Fusionsproteins zur Phospholi- 
pidmembran der Endothelzelle gewahrleistet wird, was der Ausrichtung des nativem TF ent- 

15 spricht. Andererseits wurde berucksichtigt, daB aus der gewahlten Struktur keine sterische Be- 
hinderung von tTF fur die Interaktion mit FVIla und dem makromolekularen Substrat FX entste- 
hen soli. Durch die Spezifitat der RGD-Sequenz fur das Ovps-Integrin und der NGR-Sequenz fur 
CD13 (Aminopeptidase N) wird eine Tumorselektivitat erreicht, da diese Rezeptoren selektiv 
und spezifisch in hoher Dichte auf Tumor-Endothelzellen, aber von wenigen Ausnahmen abge- 

20 sehen, nicht auf ruhenden Endothelzellen im normalen Gewebe exprimiert werden (siehe Figur 
1). 

tTF und die beschriebenen Fusionsproteine tTF-RGD, tTF-NGR, tTF-G ALN G RS HAG und tTF- 
cycloNGR1-3 wurden mittels pET30a(+) in E. coli (BL21) transformiert und exprimiert. Trans- 

25 formierte, mit IPTG induzierte E. coli BL21 DE3 wurden zentrifugiert und in 5-7 ml Lysispuffer 
(10 mM Tris^HCI, pH7,5; 150 mM NaCI; 1 mM MgCI 2 ; 10 pg/ml Aprotinin; 2 mg/ml Lysozym)/g 
Pellet aufgenommen und 20 \jI Benzonase (Novagen) hinzugefugt. Nach 90 min Inkubation bei 
Raumtemperatur (RT) und einer Zentrifugation bei 12 000 g, 20 min, 4°C t wurde das Pellet re- 
suspendiert und durch Ultraschallbehandlung in Waschpuffer (10 mM Tris/HCl, pH 7,5; 1 mM 

30 EDTA; 3% Triton X-100) homogenisiert. "Inclusion bodies" wurden uber Nacht bei RT in 2-4 ml 
/g Pellet an denaturierendem Puffer (6 M Guanidiniumchlorid, 0,5 M NaCI, 20 mM NaH 2 P04, 
1 mMDTT) gelost Der Uberstand einer Zentrifugation (5 000 g, 30 min, 4°C) wurde mit einem 
0,22 pg-Filter filtriert. Die Konstrukte wurden uber eine Nickel-Nitriiotriessigsaure Saule (Ni- 
NTA, Novagen) uber die zusatzlich eingefuhrten His-Tag Sequenzen des Konstrukts bis zur 

;5 Homogenitat gereinigt Die Reinigung und Faltung der Proteine wurde mit dem His Bind Buffer 
Kit (Novagen) durchgefuhrt. Anschliefiend wurde gegen TBS-Puffer (20 mM Tris, 150 mM NaCI, 
pH 7,4) dialysiert. 
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Durch SDS-PAGE, Western Blot und Massenspektroskopie Analysen konnte die Identitat der 
Proteine bestatigt werden (siehe Figur 2). 

Beispiel 2: Funktionelle Charakterisierung von tTF und tTF-Fusionsproteinen 

Die funktionelle Aktivitat dieser Fusionsproteine hinsichtlich Kofaktoraktivitat bei der Aktivierung 
von Faktor X zu Faktor Xa durch Faktor Vila konnte in vitro durch Michaelis-Menten Analysen 
gezeigt werden. Die Fahigkeit von tTF bzw. der tTF-Fusionspolypeptide, die spezifische pro- 
teolytische Aktivierung von FX durch FVIIa in Anwesenheit von Phospholipiden zu verstarken, 
wurde in einer leichten Modifikation nach der von Ruf beschriebenen Methode bestimmt (45). 
Hierzu wurden je 20 ul der folgenden Reagenzien in Mikrotiter-Platten pipettiert: (a) 50 nM re- 
kombinanter FVIIa (Novo-Nordisk) in TBS-BSA; b) 0,16 nM - 1.6 uM tTF/tTF-Fusionspolypeptid 
in TBS-BSA; (c) 25 mM CaCI 2 und 500 pM Phospholipidvesikel (Phosphatidylcholin / Phospha- 
tidylserin, 70/30. M/M; Sigma). Nach 10 Min. Inkubation bei Raumtemperatur wurden 20 ul des 
naturlichen Substrats FX (Enzyme Research Laboratories) in einer Konzentration von 5 uM 
hinzugegeben. Anschliefcend wurde eine Probe in minutlichen Abstanden abpipettiert und die 
Reaktion durch Zugabe von 100 mM EDTA-Losung gestoppt. Die gebildete Menge an FXa 
wurde durch Zugabe des chromogenen Substrats Spectrozym FXa in einem Microplate Reader 
durch Bestimmung der Absorptionsanderung bei 405 nm gemessen und die Parameter fur die 
Michaelis-Menten-Kinetik nach der von Ruf angegebenen Methode anaiysiert. Die Ergebnisse 
zeigen. dafi sowohl tTF als auch die tTF-Fusionspolypeptide unter diesen Bedingungen funktio- 
nell aktiv sind (Fig. 3). Die ermittelten Michaleliskonstanten (Km) der Fusionspolypeptide lagen 
zwischen 0.12-1.2 nM (Fig. 3). somit im unteren Bereich. welcher fur tTF publiziert wurde. So- 
mit kann angenommen werden. da(i durch die Fusionierung von tTF mit den Peptiden die funk- 
tionelle Aktivitat unbeeinflusst bleibt. 

Beispiel 3: Bindung der tTF-Fusionsproteine an OvPs in vitro und in vivo 

Die Bindung von tTF-RGD und tTF-NGR an das Integrin konnte in einem ELISA (Enzyme 
Linked Immunosorbent Assay) demonstriert werden. indem gereinigtes an Mikrotiterplatten 
immobilisiert worden war (siehe Figur 4). Die Spezifitat der Bindung von tTF-RGD an a v p 3 wird 
dadurch unterstrichen. dali das synthetische Peptid mit der Sequenz GRGDSP (Fa. Gibco) die 
Bindung von tTF-RGD an 0^3 in diesem Testsystem kompetitiv inhibiert (siehe Figur 5). 

Anschliedend wurde die spezifische Bindung von tTF-RGD an OvP 3 auf Endothelzellen evaluiert. 
Hierzu wurde die differentielle Bindung von biotinyliertem tTF und tTF-RGD an Endothelzellen 
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in Suspension mittels FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) analysiert. Hierbei macht 
man slch experimentell zu Nutze, dafi aile in Gewebekultur gehaltenen Endothelzeilen aktiviert 
sind, d.h. a v p 3 -Molekule exprimieren. Dies lafct sich mittels verschiedener immunhistochemi- 
scher Verfahren nachweisen. Eine kultivierte Endothelzelle entspricht somit hinsichtlich ihres 
Expressionsmusters in Bezug auf Ovp 3 einer Tumorendotheizelle. Demgemaft IaSt sich eine 
kultivierte Endothelzelle als Modellsystem fur die spezifische Bindung von Substanzen an Tu- 
morendothelzellen nutzen und ermoglicht ferner Aussagen uber die zu erwartende Toxizitat. 



Als Detektionsmethode wurde Streptavidin-Phycoerythrin benutzt Die gemessene Fluoreszen- 
10 zintensitat lag bei tTF-RGD urn den Faktor acht hoher als fur tTF (Figur 6A). Ferner konnte die 
Bindung von 0,1 pM tTF-RGD an Endothelzeilen kompetitiv durch die Gabe von 1 pM des 
syhthetischen Peptids GRGDSP urn 75% gesenkt werden (Figur 6B). Dies unterstreicht die 
Spezifitat der Bindung von tTF-RGD an RGD-bindende Rezeptoren auf der Endothelzelloberfla- 
che wie a v p 3 . 

15 

Beispfel 4: Anti-Tumor Wirkung dertTF-Fusionsproteine im Tiermodell 

Die Fusionsproteine tTF-RGD und tTF-NGR wurden hinsichtlich ihrer Wirkungen und Nebenwir- 
kungen an Xenotransplantaten menschlicher Tumoren in thymuslosen Nacktmausen evaluiert. 

20 Hierzu wurden die in unserem Labor etablierten Modelle verwendet (33, 34). Die Zellinien 
CCL185 (humanes Adenokarzinom der Lunge) bzw. M-21 (humanes Melanom) wurden subku- 
tan in die Flanke mannlicher BALB/c/Nackt-Mause (9-12 Wochen alt) injiziert. Nach Erreichen 
eines Tumorvolumens von etwa 50-100 mm 3 (CCL185) bzw. 400-600 mm 3 (M-21) wurden die 
Mause randomislert vier Gruppen zugeordnet. Gruppe 1 erhielt nur physiologische Kochsalzlo- 

25 sung (NaCI), Gruppe 2 tTF, Gruppe 3 tTF-RGD, Gruppe 4 tTF-NGR O'eweils 1,5-2,0 mg/kg Kor- 
pergew j c ht (KG) des Proteins). Die Injektion erfoigte in die Schwanzvene der Tiere in 1-3 tagli- 
chen Intervallen (in Abhangigkeit von der Wachstumsgeschwindigkeit der jeweiligen Zellinie). 
Hier zeigte sich eine erhebiiche therapeutische Aktivitat der Fusionsproteine. Die Tumoren der 
mit tTF-RGD bzw. tTF-NGR Fusionsproteinen behandelten Mause wurden im Vergleich zu tTF 

30 oder NaCI in ihrem Wachstum signifikant gehemmt oder in ihrer Grofie bis hin zu einer Teil- 
remission reduziert (siehe Figuren 7 und 8). 

Um den Wirkungsmechanismus der Thrombosierung von Tumorgefassen zu belegen, wurde 
folgendes Experiment durchgefuhrt: Hierzu wurde die humane Melanom Zellinie in die Flanke 
35 • von zwei mannlichen Balb/c/Nacktmausen injiziert. Bei Erreichen einer Tumorgrosse von ca. 
500 mm 3 wurden 2,0 mg/kg KG tTF-NGR oder NaCI in die Schwanzvene injiziert. Figur 9A zeigt 
eine makroskopische in vivo Aufnahme der tumortragenden Maus 20 min. nach Injektion des 
tTF-NGR Fusionsproteins (linke Biidhaifte) bzw. NaCI (rechte Bildhalfte). Das makroskopische 
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Bild mit blaulich-livider Verfarbung des Tumors nach Injektion von tTF-NGR deutet auf eine 
Tumornekrose hin. Nach 60 min. wurden die Mause exsanguiniert, der Tumor in toto exstipiert 
und histologisch untersucht. In Figur 9B ist die hamorrhagische Imbibierung des mit tTF-NGR 
behandelten Tumors als Zeichen der sekundaren Einblutung infolge der beginnenden Tumor- 
nekrose sichtbar. Im Gegensatz hierzu scheint der mit NaCI behandelte Tumor vital zu sein (Fi- 
gur 9C). 



Die histologische Untersuchung des Melanom-Tumors zeigt mikroskopisch sichtbare Throm- 
benbildung in den Blutgefassen (Figur 10A-D). Durch diesen Befund wird der angenommene 
.10 anti-Tumor-Wirkungsmechanismus von tTF-NGR, d.h. die Induktion von Thromben in den Blut- 
gefassen, belegt. Die hohe Selektivitat von tTF-NGR fur Tumorblutgefasse wird durch den feh- 
lenden histologischen Nachweis von Gerinnsel- und Nekrosenbildung im normalen Gewebe wie 
Hen:, Niere, Leber und Lunge demonstriert (Figur 11A-D). Selbst repetitive hohe Dosen von 
tTF-NGR (4mg/kg KG) fuhrten zu keinerlei sichtbarer Thrombenbildung oder Organtoxizitat. 

15 

Beispiel 5: Anti-Tumor Wirkung der tTF-Fusionsproteine im HT1080-Tumor-Tiermodell 

Die Antitumoraktivitat des tTF-RGD-Fusionsproteins wurde ferner in BALB/c/Nackt-Mausen mit 
Fibrosarkomen (HT1080) untersuchL Diese Tumore wachsen schnell und sind gut vaskulari- 

20 siert. The Ergebnisse zweier Experimente sind in Tabelle 2 und Figur 34 zusammengefafct. 
Nach der zweiten Injektion' von tTF-RGD wurde im Vergleich zu Kontollgruppen eine signifi- 
kante Wachstumsinhibition der HT1080 Tumore beobachtet. Dieser Effekt hielt bis zum Ende 
des Experiments an Tag 7 an (P=0,021 fur tTF-RGD gegenuber der Puffer-Kontrolle (physiolo- 
gische Kochsalzlosung), P=0,005 fur tTF-RGD gegenuber tTF). Ahnlich wie bei den fruheren 

15 Experimenten wurde eine Teilregression des Tumorvolumens in diesem Modell beobachtet. 



Tabelle 1 : 

Wirkung von tTF-RGD auf das Wachstum von M21-Tumoren in Mausen 



Behandlung 


Durchschnittliches Tumorvo- 
lumen (mm 3 ) 


P ggu. Puffer 


P ggu. tTF 


n 




Tag 0 


Tag 7 








Puffer 


590 +/-77 


994+/-140 




ns 


9 


tTF 


558+/-47 


931+/-147 


ns 




11 


tTF-RGD 


585+A85 


514+/-81 


<0,01 


<0,05 


7 



ns: nicht significant 



i0 
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Tabelle 2: 

Wirkung von tTF-RGD auf das Wachstum von HT1 080-Tumoren in Mausen 



Behandlung 


Durchschnittliches Tumorvo- 
lumen (mm 3 ) 


P ggu. Puffer 


P ggu. tTF 


n 




TagO 


Tag 7 








Puffer 


1671+/-296 


2431+/-559 




ns 


15 


tTF 


1751+/-269 


2335+A398 


ns 




14 


tTF-RGD 


1725+/-197 


1241+/-122 


<0,05 


<0,01 


12 


ns: nicht signifi 


kant 



5 Tabelle 3: 

Wirkung von tTF-RGD auf das Wachstum von CCL185-Tumoren in Mausen 



Behandlung 


Durchschnittliches Tumorvo- 
lumen (mm 3 ) 


P ggu. Puffer 


P ggu. tTF 


n 




TagO 


Tag 7 








Puffer 


39+7-3 


467+/-137 




ns 


9 


tTF • 


44+A8 


764+/-148 


ns 




5 


tTF-RGD 


45+/-5 


130+/-19 


<0,01 


<0,01 


10 


ns: nicht signifi 


kant 



Weitere tTF-Fusionsproteine konnen vom Fachmann auf der Basis der Offenbarung der vorlie- 
10 genden Erfindung problemlos konstruiert werden. Potentielle Kandidaten sind die Peptide 
TAASGVRSMH und LTLRWVGLMS, welche an NG 2 binden, das murine Homolog des huma- 
nen Melanom Proteoglykans (12). Die Expression von NG 2 ist beschrankt auf Tumorzellen 
und angiogenen Gefafien eines Tumors (35). Ein weiterer Kandidat ist das syhthetische Peptid 
TTHWGFTL, welches selektiv und potent die Matrix-Metallo-Proteinase-2 (MMP-2) inhibiert 
15 (13). Da das Integrin avp3 offenbar auch die MMP-2 in einer RGD unabhangigen Weise bindet, 
wird hierdurch das aktive Enzym an die Oberflache der angiogenen Blutgefafle lokalisiert (36). 
Ein Konstrukt bestehend aus tTF und diesem MMP-2 inhibitorischen Peptid konnte ebenfalls die 
selektive Bindung von tTFi_ 2 i8an die Endothelzellmembran von TumorgefaRen vermitteln. 

20 
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Patentanspriiche 



1 . Fusionspolypeptid, umfassend 

a) ein Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine. selektive Bindung des Fusionspoly- 
peptides an Tumorgefaflendotheizellen ermoglicht; und 

b) den Gewebefaktor TF (Tissue Factor) oder ein Fragment davon, wobei der Gewe- 
befaktor und das Fragment dadurch gekennzeichnet sind, dad sie die Blutgerinnung 
bei Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen aktivieren kon- 
nen, 



wobei die Peptide a) und b) entweder unmittelbar oder uber einen Linker mit bis zu 15 
Aminosauren aneinander gekoppelt sind, dadurch gekennzeichnet, daft das Peptid, das 
eine selektive Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen ermog- 
licht, an den C-Terminus des Peptids, das die Blutgerinnung bei Bindung des Fusi- 
onspolypeptides an Tumorgefaliendothelzellen aktivieren kann, gekoppelt ist. 



2. Fusionspolypeptid nach Anspruch 1 , bestehend aus 

20 den Peptiden a) und b) und einem Linker mit bis zu 15 Aminosauren. 

3. Fusionspolypeptid nach Anspruch 1 , 

wobei die Peptide a) und b) unmittelbar aneinander gekoppelt sind. 

25 4. Fusionspolypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Peptid, das die Blutgerinnung bei Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefalien- 
dothelzellen aktivieren kann, der Gewebefaktor TF ist, der die in SEQ ID NO:1 dargestellte 
Sequenz aufweist. 

30 5. Fusionspolypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dali das 
Peptid, das die Blutgerinnung bei Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefalien- 
dothelzellen aktivieren kann, ein Fragment des Gewebefaktors TF ist, das vorzugsweise die 
in SEQ ID NO:2 dargestellte Sequenz aufweist. 

35 6. Fusionspolypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dad das 
Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine selektive Bindung des Fusionspolypeptides an 
Tumorgefaliendothelzellen ermoglicht, eine lineare oder cyclische Struktur aufweist. 
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7. Fusionspolypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Peptid von 3 bis 30 Aminosauren, das eine selektive Bindung des Fusionspolypeptides an 
Tumorgefaftendothelzellen ermoglicht, die Aminosauresequenz RGD oder NGR umfaftt 

8. Fusionspolypeptid nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daft das Peptid, das eine 
selektive Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaftendothelzellen ermoglicht, aus 
der Gruppe bestehend aus GRGDSP und GNGRAHA ausgewahlt wird. 

9. Fusionspolypeptid nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daft das Peptid, das eine 
selektive Bindung des Fusionspolypeptides an Tumorgefaftendothelzellen ermoglicht, aus 
der Gruppe bestehend aus GCNGRCG, GCNGRCVSGCAGRC, GCVLNGRMEC und 
GALNGRSHAG ausgewahlt wird. 

10. Fusionspolypeptid nach den Ansprtichen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daft es eine der 
in SEQ ID NO:3-8 dargestellten Sequenzen aufweist. 

11. Nukleinsaure, die fur ein Fusionspolypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 10 kodiert. 

12. Nukleinsaure nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daft sie eine der in SEC) ID 
NO: 10-1 5 dargestellten Sequenzen aufweist. 

13. Vektdr, der eine Nukleinsaure nach Anspruch 1 1 oder 12 umfaftt. 

14. Zelle, die eine Nukleinsaure nach Anspruch 1 1 oder 12 oder einen Vektor nach Anspruch 14 
umfaftt. 

15. Arzneimittel, das ein Fusionspolypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 10, eine Nuklein- 
saure nach Anspruch 1 1 oder 12, einen Vektor nach Anspruch 13 oder eine Zelle nach An- 
spruch 14 umfaftt. 

16. Arzneimittel nach Anspruch 15, das ferner pharmazeutisch vertragliche Trager, Hilfsmittel 
oder Adjuvantien umfaftt. 

17. Verwendung eines Arzneimittels nach Anspruch 15 oder 16 fur die Behandlung von Tumo- 
rerkrankungen. 
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18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dad die Tumorerkrankung aus 
der Gruppe bestehend aus Bronchialkarzinomen und anderen Tumoren des Thorax und des 
Mediastinums, Mammakarzinomen und andere gynakologischen Tumoren, kolorektalen 
Karzinomen, Pankreaskarzinomen und anderen Tumoren des Gastrointestinaltraktes, ma- 
5 lignen Melanomen und andere Tumoren der Haut, Tumoren im Kopf-Hals-Bereich, Prosta- 

takarzinomen und andere Urogenitaltumoren, Sarkomen, endokrin-aktiven Tumoren, Leu- 
karnien und Myelodysplastischen Syndromen sowie Hodgkin-Lymphomen und Non- 
Hodgkin-Lymphomen ausgewahlt ist. 



WO 2005/021593 



PCT/EP2004/009364 



Fig. 1: 
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Fig. 2: 
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Western-Blot 
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Fig. 3: 
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Fig. 4: 
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Fig. 5: 
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Fig. 9: 
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Fig. 10: 
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Fig. 11: 
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Fig. 12: 
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GKDLIYTLYYWKSSSSG K K T A 
QAVIPSRTVNRKSTDSPVECM 



"G^ S T N'T V A A Y N L T W K 8 T N P K T . L E W E P K P V N Q V Y T V Q I 3 T KS g 
iDWKSKCFYTTDTECDLTDEiyKDVKQTYLARVh VNVT 

TGSAGEPLYENSPEFTPYL E-T N G Q P T I £ = g s s s G K K T A 
TNTN EFL I^D^^D^K^G E N Y C F SVQ AV IP SRTVNRKSTDSPV'ECM 
QEKGEFRGALNGRSHAG 
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f^T "» T V A A Y N t T W K 8 T N F K T lltW^ a R V F S Y P aVh'b 

11 si fc?r B VDVo^%s%^A^v. Y ;^ v HRK.To.Pv E p- 



SL M 6 Ko" L rScNORCQ 



E 
T 



s -;:;v c aa y y t%T wksy Nt f 

G D W K S K CF-YJJDTECU pyLETNCGQ P J I QS"Q sssGKKTA 



Fig. 19: 



8 O T T N T V A A V N I T W K 8 T N F K T IL^PV N Q V Y T. V 0 IITM 

^TNTNEFL .WoV^Y 5f *v" A^.VJI^ NRKSTDSPVECM 
QQEKSEFRQCVLNGRMEC 
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Fig. 20: 15/22 

TCAGGCACTACJLAATACTC 

TTTTGGAGTGGGAXCCCAAACCCGTCAAT^^ 

ATTGGAAAAGCAAATGCTITTACAC 

GATGTGAAGCAGACQTACTTGGCACGGGTGTrCTCCTACCCGGCAGGGAA 

TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAGAG 

CAGCCAACAATrCAGAGTTTTGAACAGGTGGGAACAAAAGT^ 

GACITTAGTCAQAAGGAACAACACTTTCCTAAGCCT 

ACACTTTATTATTGGAAATCTTCAAGTTCAGGAAA 

TTGATTGATGTGGATAlAAGGA GAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAG CAGTGATTCCCTCCCGAACA 
GTTAA.CCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGA 



Fig. 21: 

TCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATA 
TTITGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATC^^ 

ATTGGAAAAGCAAATGCTTITACACAAC^ : - 

GATGTGAAGCAGACGTACTIXjG^ 

TCTOCTGGGGAGCCTCT^^ 

CAGCCAACAATTC^GAGTTTTGAACAGGTGGGAAC^^^ 

GACTTTAGTCAGAAGGAACA^CA 

ACACTTTATTATTGGAAATCTTCAAGTI^ 

TrGATTGATOTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTG . 
GTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGAG 

GAAGAGGTGATTCTCCA 



Fig'. 22: 

TCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGC^ . 
TTTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTGAATCA^ \ • 

ATTGGAAAAGCAAATGCTITrTACACAAC^ . 
GATGTGAAGCAGACGTACTTGGC^CGGGTCITCTCCTACCCGGCAGGGAAT 
TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACT^ 

CAGCCAACAATTCAGAGTTTTGAACAGGT<^ . 
GACTTTAGTCAGAAGGAACAACACTTrc 
' ACACTTTATTATTGGAAAT^ 
TTGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTG 

GTrAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAG^ 
GTAACGGAAGAGCACATGCA 
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Fig.- 23: 16/22 
TCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATA^ 

TTTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACTGTTCAAATAAGCACTAAGTCAGGAG 
• ATrGGAAAAGCAAATGCTTTTACACAACAGACACAGAGTGTGACCTCACCGACGAGATTGTGAAG 
GATGTGAAGCAGACGTACTTGGCACGGGTCTTCTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGT 
TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAGAGTTCACACCTTACCTGGAGACAAACCTCGGA 
CAGCCAACAATTCAGAGTTTTGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACCGTAGAAGATGAACG 
GACTTTAGTCAGAAGGAACAACACTTTCCTAAGCCTCCGG 

ACACTTTATTATTGGAAATCTTCAAGTTCAGGAAAGAAAACAGCCAAAACAAACACTAATC 
TTGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTITC^^ 

GTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGAG 
GTGCTTTAAATGGAAGATCTCACGCTGGT ' 



Fig. 24: 

TCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATA^ 

TTTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACTGTrCAAATAA'GCACTAAGTC^ 

ATTGGAAAAGCAAATGvj. i i XACAGAACAGAGACAGAGTGTGACCTCACCGACGAGATTGTGAAG 

GATGTGAAGCAGAOjTACItGGCACGGGTCTrCTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGT 

TCTGCTGGGGAGCCTCT GTATG AGAACTCCCCAGAGTTCACACCTTACCTGGAGACAAACCTCGGA 

CAGCCAACAATrCAGAGTTTTGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACCGTAGAAGATGAACG 

GACTTTAGTCAGAAGGAACAACACTTTCCTAAGCCTCCGGGATGTTTCTGGCAAGGAOT 

A^CTTTATTATTGGAAATCTTCAAGTr^ 

TTGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAACA 
GTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGAG 
GCTGCAACGGTAGATGTGGT 



Fig. 25: 

TCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATAT 
TTTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCiACACT 

ATTGGAAAAGGAAATGCTTTTACACAACAGACACAGAGTGTGACCTCACCGACGAGATrGTGAAG 

GATGTGAAGCAGACGTACTrGGCACGGGTCTTCTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGT ■ 

TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTCCCCAGAGTTCACACCTrACCTGGAGACAAACCTCGGA 

CAGCCAACAATTCAGAGTTITGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACCGTAGAAGATGAACG 

GACTITAGTCAGAAGGAACAACACTTTCCTAAGCCTCCGGGATGTrTTrGGCA 

AGACTTTATTATTGGAAATCTTCAAGTTCAGGAAAGA 

rrGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGA^ • 
3TTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGGGAATTCAGAG 

3TTGTAATGGAAGATGTGTTTCTGGATGTGCAGGACGATGT 
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Fig. 26: 

TTTTGGAGTGGGAACCCAAAC^ 

ATEGGAAAAGCAAATO^ 
GA.TGTGAAGCAGACGTACTTGGCAC^ 
TCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAGAACTC^^ 
CAGCCAACAATTCAGAGn?TITGAACA^ 

GACTTTAGTCAGAAGGAACAACACTTI^ , 
ACACTITATrATTGGAAATCTTCAAG 

GATGCGTCrTAAATGGTAGGATGGAATGC 



Fig. 27: 



. •i^A.TnGCATGGGATCAGGCACrrACAAATACX'GTGGCAGGATAl!AA.T-3 < 



Fig. 29: 



,= S'-CATGCCATGGGATCAGGCACTACAAATACTGTGGC^ 
B:' 5'-CGGGATCCTATTATGCATGTGCTCTTCCGTTACCTCTGAATTCCCC-o 



Fig. 30: 

■ A- 5'-CATGCCATGGGATCAGGCACTACAAATACT^ 

B: ^-GGGGATCCTATrAACaACATCTACCGTTGCAGCCTCTGAATTCCCC-3 
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Fig. 31: 



i '' I r^^^ TG ^ T ^ GG ^TACAAA.TACTGTGGCAGCATAXAAT 3' 



Fig. 32: 



A : "5 '-CATGCCATGGGATCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGC ATATAAT-3 ' 

B : 5 -CGGGATCCTATTA GCA TTC GAT CCT ACC AIT TaTg^™ TGTGAATTGCCC-3 



Fig. 33: 

A : 5 ' -CATGCCATGGGATCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAAT-3 ' 

B: 5 -CGGGATCCTATTA ACCAGCGTGAGATCTTCCATTTAAAGCACCTCTGAATTCCCC-3' 
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Fig. 34 



19/22 
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Fig. 35 20/22 
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Fig. 36 21/22 
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Fig. 37 22/22 



tTF«M£3Rfn a Fibrosarcoma Model 
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SEQUEN Z PROTOKOLL 

<110> Medizinische Klinik und Poliklinik A des Universitatsklinikums Munster 
<120> Fusionspolypeptide fiir die antivaskulare Tumortherapie 
<130> P 51875 
<160> 31 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 263 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> Aminosauresequenz von humanem TF 
<400> 1 

. Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
15 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin 
20 25 30 

Val Tyr Thr Val Gin lie Ser Thr Lys Ser Gly Asp -Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 



Cys PTie Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys'Asp Leu Thr Asp "Glu He Val" 
50 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 70 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 110 

He Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu lie Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
145 150 155 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu 
165 170 175 

He Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 185 190 

He Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
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195 200 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe 
210 215 

Gly Ala Val Val Phe Val Val lie lie 
225 230 

Ser Leu His Lys Cys Arg Lys Ala Gly 
245 

Asn Ser Pro Leu Asn Val Ser 
260 
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205 

Arg Glu He Phe Tyr He He 
220 

Leu Val He He Leu Ala He 
235 . 240 

Val Gly Gin Ser Trp Lys Glu 
250 255 



<210> 2 

<211> 2 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> Aminosauresequenz von tTF 1 _ 2 i8 
<400> 2 

Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
1 5 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr He Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin 
20 25 30 

Val Tyr Thr Val Gin He Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 

Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu He Val 
50 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 70 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 110 

He Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
145 150 155 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu 
165 170 175 

He Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 185 190 

He Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
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200 



205 



Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg 
210 215 



<210> 3 

<211> 224 

<212> PRT 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Aminosauresequenz von tTF-GRGDSP 
<400> 3 

Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
1 5 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin 
20 25 30 

Val Tyr Thr Val Gin lie Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 

Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu He Val 
50 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 70 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 HO 

He Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
i45 150 155 4 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu 
165 170 175 

He Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 185 190 

He Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
195 200 205 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly Arg Gly Asp Ser Asp 
210 215 220 
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<210> 4 

<211> 225 

<212> PRT 

<213> Artificial 



<220> 

<221> Aminosauresequenz von tTF-GNGRAHA 
<400> 4 

Ser Gly Thr Thr Asn " Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
15 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr He Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin 
20 25 30 



Val Tyr Thr Val Gin He Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 

Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu He Val 
50 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 70 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 110 

He Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
. 130 . 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
145 150 155 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu 
165 170 175 

He Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 185 190 

He Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
195 200 205 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly Asn Gly Arg Ala His 
210 215 220 



Ala 
225 
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<210> 5 
<211> 228 
<212> PRT 
<213> Artificial 

<220> 

<221> AminosSuresequenz von tTF-GALNGRSHAG 
<400> 5 1 

Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
15 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Ash Gin 
20 25 30 

Val Tyr Thr Val Gin lie Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 

Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu lie Val 
50 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 * 70 "* 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 110 

He Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
145 150 155 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu 
165 170 175 

lie Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 185 190 

He Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
195 200 205 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly Ala Leu Asn Gly Arg 
210 215 220 

Ser His Ala Gly 
225 
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<210> 6 

<211> 225 

<212> PRT 

<213> Artificial 



<220> 

<221> Aminosauresequenz von tTF-GCNGRCG 
<400> 6 

Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
15 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin 
20 25 " 30 

Val Tyr Thr Val Gin lie Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 

Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu lie Val 
50 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 70 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 110 

lie Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
145 150 155 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu 
165 * 170 175 

He Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 " 185 190 

He Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
195 200 205 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly Cys Asn Gly Arg Cys 
210 215 220 



Gly 
225 
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<210> 7 
<211> 232 
<212> PRT 
<213> Artificial 

<220> 

<221> Aminosauresequenz von t TF-GCNGRCVS GCAGRC 
<400> 7 

Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
1 5 . 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin 
20 25 30 

Val Tyr Thr Val Gin lie Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys 
• 35 40 45 

Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu lie Val 
50 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
g 5 70 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 110 

He Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
145 150 155 - 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu 
165 170 175 

He Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 185 190 

He Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
195 200 205 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe -Arg Gly Cys Asn Gly Arg Cys 
210 215 220 

Val Ser Gly Cys Ala Gly Arg Cys 
225 230 
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<210> 8 
<211> 228 
<212> PRT 
<213> Artificial 

<220> 

<221> Aminosauresequenz von t T F-GC VLNGRMEC 
<400> 8 

Ser Gly Thr Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser 
15 10 15 

Thr Asn Phe Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin 
20 25 30 

Val Tyr Thr Val Gin He Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys 
35 40 45 

Cys Phe Tyr Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu He Val 
50 55 60 

Lys Asp Val Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala 
65 70 75 80 

Gly Asn Val Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn 
85 90 95 

Ser Pro Glu Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr 
100 105 110 

He Gin Ser Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu 
115 120 125 

Asp Glu Arg Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg 
130 135 140 

Asp Val Phe Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser 
145 150 155 . 160 

Ser Ser Ser Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu 
165 170 175 

He Asp Val Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val 
180 185 190 

He Pro Ser Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu 
195 200 205 

Cys Met Gly Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly Cys Val Leu Asn Gly 
210 215 220 

Arg Met Glu Cys 
225 
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<210> 9 
<211> 654 
<212> DNA 
<213> Artifical 

<220> 

<221> Nuklfeotidseguenz von tTF^iB 



<400> 9 
tcaggcacta 


caaatactgt 


ggcagcatat aatttaactt ggaaatcaac 


taatttcaag 


60 


acaattttgg 


agtgggaacc 


caaacccgtc aatcaagtct acactgttca 


aataagcact 


120 


aagtcaggag 


attggaaaag caaatgcttt tacacaacag acacagagtg tgacctcacc 


180 


gacgagattg 


tgaaggatgt 


gaagcagacg tacttggcac gggtcttctc 


ctacccggca 


240 


gggaatgtgg 


agagcaccgg 


ttctgctggg gagcctctgt atgagaactc 


cccagagttc 


300 


acaccttacc 


tggagacaaa 


cctcggacag ccaacaattc agagttttga 


acaggtggga 


360 


acaaaagtga 


atgtgaccgt agaagatgaa cggactttag tcagaaggaa caacactttc 


420 


ctaagcctcc 


gggatgtttt 


tggcaaggac ttaatttata cactttatta 


ttggaaatct 


480 


tcaagttcag 


gaaagaaaac 


agccaaaaca aacactaatg agtttttgat 


tgatgtggat 


540 


aaaggagaaa 


actactgttt 


cagtgttcaa gcagtgattc cctcccgaac 


agttaaccgg 


600 


aagagtacag 


acagcccggt 


agagtgtatg ggccaggaga aaggggaatt 


caga 


654 



<210> 10 

<211> 672 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Nukleotidsequenz von tTF-GRGDSP 
<400> 10 

tcaggcacta caaatactgt ggcagcatat aatttaactt ggaaatcaac taatttcaag 60 

acaattttgg agtgggaacc caaacccgtc aatcaagtct- acactgttca aataagcact 120 

aagtcaggag attggaaaag caaatgcttt tacacaacag acacagagtg tgacctcacc 180 

gacgagattg tgaaggatgt gaagcagacg tacttggcac gggtcttctc ctacccggca 240 

gggaatgtgg agagcaccgg ttctgctggg gagcctctgt atgagaactc cccagagttc 300 

acaccttacc tggagacaaa cctcggacag ccaacaattc agagttttga acaggtggga 360 

acaaaagtga atgtgaccgt agaagatgaa cggactttag tcagaaggaa caacactttc 420 

ctaagcctcc gggatgtttt tggcaaggac ttaatttata cactttatta ttggaaatct 480 

tcaagttcag gaaagaaaac agccaaaaca aacactaatg agtttttgat tgatgtggat 540 

aaaggagaaa actactgttt cagtgttcaa gcagtgattc cctcccgaac agttaaccgg 600 
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aagagtacag acagcccggt agagtgtatg ggccaggaga aaggggaatt cagaggaaga 660 
ggtgattctc ca 672 

<210> 11 

<211> 675 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Nukleotidsequenz von tTF-GNGRAHA 



<400> 11 



tcaggcacta 


caaatactgt 


ggcagcatat aatttaactt 


ggaaatcaac taatttcaag 


60 


acaattttgg 


agtgggaacc caaacccgtc aatcaagtct 


acactgttca 


aataagcact 


120 


aagtcaggag 


attggaaaag 


caaatgcttt tacacaacag 


acacagagtg 


tgaectcacc 


. 180 


gacgagattg 


tgaaggatgt 


gaagcagacg tacttggcac 


gggtcttctc 


ctacccggca 


240 


gggaatgtgg 


agagcaccgg 


ttctgctggg gagcctctgt 


atgagaactc 


cccagagttc 


300 


acaccttacc 


tggagacaaa 


cctcggacag ccaacaattc 


agagttttga 


acaggtggga 


360 


acaaaagtga 


atgtgaccgt 


agaagatgaa cggactttag 


tcagaaggaa 


caacactttc 


420 


ctaagcctcc 


gggatgtttt 


tggcaaggac ttaatttata 


cactttatta 


ttggaaatct 


480 


tcaagttcag 


gaaagaaaac 


agccaaaaca aacactaatg 


agtttttgat 


tgatgtggat 


540 


aaaggagaaa 


actactgttt 


cagtgttcaa gcagtgattc 


cctcccgaac 


agttaaccgg 


600 


aagagtacag 


acagcccggt 


agagtgtatg ggccaggaga 


aaggggaatt 


cagaggtaac 


660 


ggaagagcac 


atgca 








675 



<210> 12 

<211> 684 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Nukleotidsequenz von t T F- GALNGRS HAG 
<400> 12 

tcaggcacta caaatactgt ggcagcatat aatttaactt ggaaatcaac taatttcaag 60 

acaattttgg agtgggaacc caaacccgtc aatcaagtct acactgttca aataagcact 120 

aagtcaggag attggaaaag caaatgcttt tacacaacag acacagagtg tgaectcacc 180 

gacgagattg tgaaggatgt gaagcagacg tacttggcac gggtcttctc ctacccggca 24 0 

gggaatgtgg agagcaccgg ttctgctggg gagcctctgt atgagaactc cccagagttc 300 

acaccttacc tggagacaaa cctcggacag ccaacaattc agagttttga acaggtggga 360 
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acaaaagtga atgtgaccgt agaagatgaa cggactttag tcagaaggaa caacactttc 420 
ctaagcctcc gggatgtttt tggcaaggac ttaatttata cactttatta ttggaaatct 4 80 
tcaagttcag gaaagaaaac agccaaaaca aacactaatg agtttttgat tgatgtggat 540 
aaaggagaaa actactgttt cagtgttcaa gcagtgattc cctcccgaac agttaaccgg 600 
aagagtacag acagcccggt agagtgtatg ggccaggaga aaggggaatt cagaggtgct 660 
ttaaatggaa gatctcacgc tggt 684 



<210> 13 

<211> 675 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Nukleotidsequenz von tTF-GCNGRCG 

<400> 13 



tcaggcacta 


caaatactgt 


ggcagcatat 


aatttaactt 


ggaaatcaac 


taatttcaag 


60 


acaattttgg 


agtgggaacc 


caaacccgtc 


aatcaagtct 


acactgttca 


aataagcact 


120 


aagtcaggag 


attggaaaag 


caaatgcttt 


tacacaacag 


acacagagtg tgacctcacc 


180 


gacgagattg 


tgaaggatgt 


gaa'gcagacg 


tacttggcac 


gggtcttctc 


ctacccggca 


240 


gggaatgtgg 


agagcaccgg 


ttctgctggg 


gagcctctgt 


atgagaactc 


cccagagttc 


300 


acaccttacc 


tggagacaaa 


cctcggacag 


ccaacaattc 


agagttttga 


acaggtggga 


360 


acaaaagtga 


atgtgaccgt 


agaagatgaa 


cggactttag 


tcagaaggaa 


caacactttc 


420 


ctaagcctcc 


gggatgtttt 


tggcaaggac 


ttaatttata 


cactttatta 


ttggaaatct 


480 


tcaagttcag 


gaaagaaaac 


agccaaaaca 


aacactaatg agtttttgat tgatgtggat 


540 


aaaggagaaa 


actactgttt 


cagtgttcaa 


gcagtgattc 


cctcccgaac 


agttaaccgg 


600 


aagagtacag 


acagcccggt 


agagtgtatg 


ggccaggaga 


aaggggaatt 


cagaggctgc 


660 


aacggtagat 


gtggt 










675 



<210> 14 

<211> 696 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Nukleotidsequenz von tTF-GCNGRCVSGCAGRC 



<400> 14 

tcaggcacta caaatactgt ggcagcatat aatttaactt ggaaatcaac taatttcaag 



60 
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acaattttgg agtgggaacc caaacccgtc aatcaagtct acactgttca aataagcact 120 

aagtcaggag attggaaaag caaatgcttt tacacaacag acacagagtg tgacctcacc 180 

gacgagattg tgaaggatgt gaagcagacg tacttggcac gggtcttctc ctacccggca 240 

gggaatgtgg agagcaccgg ttctgctggg gagcctctgt atgagaactc cccagagttc 300 

acaccttacc tggagacaaa cctcggacag ccaacaattc agagttttga acaggtggga 360 

acaaaagtga atgtgaccgt agaagatgaa cggactttag tcagaaggaa caacactttc 4 20 

ctaagcctcc gggatgtttt tggcaaggac ttaatttata cactttatta ttggaaatct 4 80 

tcaagttcag gaaagaaaac agccaaaaca aacactaatg agtttttgat tgatgtggat 54 0 

aaaggagaaa actactgttt cagtgttcaa gcagtgattc cctcccgaac agttaaccgg 600 

aagagtacag acagcccggt agagtgtatg ggccaggaga aaggggaatt cagaggttgt 660 

aatggaagat gtgtttctgg atgtgcagga cgatgt 696 

<210> 15 
<211> 684 
<212> DNA 
<213> Artificial 

<220> 

<221> Nukleotidsequenz von tTF-GCVLNGRMEC 
<400> 15 

tcaggcacta caaatactgt ggcagcatat aatttaactt ggaaatcaac taatttcaag 60 

acaattttgg agtgggaacc caaacccgtc aatcaagtct acactgttca aataagcact 120 

aagtcaggag attggaaaag caaatgcttt tacacaacag acacagagtg tgacctcacc 180 

gacgagattg tgaaggatgt gaagcagacg tacttggcac gggtcttctc ctacccggca 240 

gggaatgtgg agagcaccgg ttctgctggg gagcctctgt atgagaactc cccagagttc 300 

acaccttacc tggagacaaa cctcggacag ccaacaattc agagttttga acaggtggga 360 

acaaaagtga atgtgaccgt agaagatgaa cggactttag tcagaaggaa caacactttc 420 

ctaagcctcc gggatgtttt tggcaaggac ttaatttata cactttatta ttggaaatct 480 

tcaagttcag gaaagaaaac agccaaaaca aacactaatg agtttttgat tgatgtggat 540 

aaaggagaaa actactgttt cagtgttcaa gcagtgattc cctcccgaac agttaaccgg 600 

aagagtacag acagcccggt agagtgtatg ggccaggaga aaggggaatt cagaggatgc 660 

gtcttaaatg gtaggatgga atgc 684 
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<210> 16 
<211> 45 
<212> DNA 
<213> Artifical 

<220> 

<221> 5' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF^ie 
<400> 16 

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 45 



<210> 17 

<211> 40 

<212> DNA 

<213> Artifical 



<220> 

<221> 3' Oligonukleotidprimer fiir die Herstellung von tTF^ie 
<400> 17 

cgggatccta ttatctgaat tcccctttct cctggcccat 40 



<210> 18 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<220> 

<221> 5' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GRGDSP 
<400> 18 

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 45 



<210> 19 

<211> 43 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<220> 

<221> 3' Oligonukleotidprimer fiir die Herstellung von tTF-GRGDSP 
<400> 19 

cgggatccta ttatggagaa tcacctcttc ctctgaattc ccc 43 



<210> 20 

<211> 45' 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 5' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GNGRAHA 



<400> 20 

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 



45 
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<210> 21 

<211> 46 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<220> 

<221> 3' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GNGRAHA 
<400> 21 

cgggatccta ttatgcatgt gctcttccgt tacctctgaa ttcccc 4 6 



<210> 22 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 5' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GCNGRCG 
<400> 22 

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 45 



<210> 23 

<211> 46 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<220> 

<221> 3' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GCNGRCG 
<400> 23 

cgggatccta ttaaccacat ctaccgttgc agcctctgaa ttcccc 4 6 



<210> 24 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<220> 

<221> 5' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GCNGRCVSGCAGRC 
<400> 24 

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 4 5 



<210> 25 

<211> 67 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<220> 

<221> 3' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GCNGRCVSGCAGRC 
<400> 25 

cgggatccta ttaacatcgt cctgcacatc cagaaacaca tcttccatta caacctctga 60 
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attcccc 67 



<210> 26 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 5' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GCVLNGRMEC 
<400> 26 

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 45 



<210> 27 

<211> 55 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 3' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von t T F- GCVLNGRMEC 
<400> 27 

cgggatccta ttagcattcc atcctaccat ttaagacgca tcctctgaat tcccc 55 



<210> 28 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 5' Oligonukleotidprimer far die Herstellung von t T F- G ALNG RS HAG 
<400> 28 

catgccatgg gatcaggcac tacaaatact gtggcagcat ataat 45 



<210> 29 

<211> 55 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<221> 3' Oligonukleotidprimer fur die Herstellung von tTF-GALNGRSHAG 
<400> 29 

cgggatccta ttaaccagcg tgagatcttc catttaaagc acctctgaat tcccc 55 



<210> 30 
<211> 45 



<212> PRT 
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<220> 

<221> Aminosauresequenz des Af f initats-tags 
<400> 30 

His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser Gly 
1 5 10 15 

Met Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys Phe Glu Arg Gin His Met Asp Ser 
20 25 30 

Pro Asp Leu Gly Thr Asp Asp Asp Asp Lys Ala Met Gly 
35 40 45 



<210> 31 

<211> 269 

<212> PRT 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Aminosauresequenz von tTF-GRGDSP mit N-terminalem Af f initats-tag 
<400> 31 

His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser Gly 
1 5 10 15 

Met Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys Phe Glu Arg Gin His Met Asp Ser 
20 25 30 

Pro Asp Leu Gly Thr Asp Asp Asp Asp Lys Ala Met Gly Ser Gly Thr 
35 40 4 45 

Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser Thr Asn Phe 
50 55 60 

Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin Val Tyr Thr 
65 70 75 80 

Val Gin lie Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys Cys Phe Tyr 
85 " 90 J " 95 

Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu lie Val Lys Asp Val 
10Q 105 110 

Lys Gin Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala Gly Asn Val 
115 120 ~ 125 

Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn Ser Pro Glu 
130 135 140 

Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr lie Gin Ser 
145 150 155 160 

Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu Asp Glu Arg 
165 170 175 

Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg Asp Val Phe 
180 185 190 
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Gly Lys Asp Leu lie Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser Ser Ser Ser 
195 200 ~ 205 



Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn 
210 215 

Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe 
225 230 

Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr 
245 

Gin Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly 
260 



Thr Asn Glu Phe Leu lie Asp Val 
220 

Ser Val Gin Ala Val lie Pro Ser 
235 240 

Asp Ser Pro Val Glu Cys Met Gly 
250 ~ 255 

Arg Gly Asp Ser Asp 
265 



<210> 32 

<211>" 270 

<212> PRT 

<213> Artificial 

<220> 

<221> Aminosauresequenz von tTF-GNGRAHA mit N-terminalem Af f init£ts-tag 
<400> 32 

His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro Arg Gly Ser Gly 
15 10 15 



Met Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys Phe Glu Arg Gin His Met Asp Ser 
20 25 30 

Pro Asp Leu Gly Thr Asp Asp Asp Asp Lys Ala Met Gly Ser Gly Thr 
35 40 45 

Thr Asn Thr Val Ala Ala Tyr Asn Leu Thr Trp Lys Ser Thr Asn Phe 
50 55 60 

Lys Thr lie Leu Glu Trp Glu Pro Lys Pro Val Asn Gin Val Tyr Thr 
65 70 75 80 

Val Gin lie Ser Thr Lys Ser Gly Asp Trp Lys Ser Lys Cys Phe Tyr 
85 90 95 

Thr Thr Asp Thr Glu Cys Asp Leu Thr Asp Glu He Val Lys Asp Val 
100 105 110 

Lys Gin' Thr Tyr Leu Ala Arg Val Phe Ser Tyr Pro Ala Gly Asn Val 
115 120 125 

Glu Ser Thr Gly Ser Ala Gly Glu Pro Leu Tyr Glu Asn Ser Pro Glu 
130 135 140 

Phe Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Asn Leu Gly Gin Pro Thr He Gin Ser 
145 150 155 160 

Phe Glu Gin Val Gly Thr Lys Val Asn Val Thr Val Glu Asp Glu Arg 
165 170 175 

Thr Leu Val Arg Arg Asn Asn Thr Phe Leu Ser Leu Arg Asp Val Phe 
180 " 185 190 
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Gly Lys Asp Leu He Tyr Thr Leu Tyr Tyr Trp Lys Ser Ser Ser Ser 
195 200 205 

Gly Lys Lys Thr Ala Lys Thr Asn Thr Asn Glu Phe Leu He Asp Val 
210 215 220 

Asp Lys Gly Glu Asn Tyr Cys Phe Ser Val Gin Ala Val He Pro Ser 
225 230 235 240 

Arg Thr Val Asn Arg Lys Ser Thr Asp Ser Pro Val Glu Cys Met Gly 
245 250 255 

Glh Glu Lys Gly Glu Phe Arg Gly Asn Gly Arg Ala His Ala 
260 265 270 
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